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Analyse comparative de la reponse de deux varietés de blé dur (Triticum durum Desf.)
au stade germination et recherche in silico de genes MYB impliqués dans ’adaptation a

la salinité.

Résumé :

La salinité est un probleme largement répandu qui influence sérieusement la production et la
qualité du blé dans le monde. C'est lI'un des principaux stress abiotiques limitant la
productivité du blé dur (Triticum durum Desf.) en Algérie. L’étude a portée sur la réponse au
stress salin au stade germination de deux variétés de blé dur cultivées en Algérie.
L’expérimentation a été réalisée dans une chambre de culture a température et a photopériode
contrblées. Les graines ont été mises a germer dans des boites de Pétri contenant des
concentrations croissantes en sel (NaCl) allant de 0, 3, 6, 9, 12 g/l. Différents parametres ont
été considéres : taux de germination finale, cinétique de germination, germination moyenne
journaliere, vitesse de germination, longueur racinaire et foliaire, longueur du coléoptile,
nombre de racines, réversibilité de 1’action du sel ainsi que deux indices de germinations.
L’application d’une pression de sélection par ajout de NaCl a eu un effet depressif sur le taux
de germination ainsi que sur la croissance biologique des plantules. Cependant, cet effet varie
en fonction de ’intensité du stress et de la variété en question. La variété Beliouni s’est
montré la plus tolérante au stress salin comparativement a la variété Waha qui s’est montré la
moins tolérante. Une approche in silico a également été employée afin de caractériser des
génes appartenant a la famille des facteurs de transcription MYB jouant un réle potentiel dans

la réponse mise en place face a la salinité.

Mots clés . Blé dur, stress salin, germination, NaCl, recherche in silico.



Comparative analysis of two durum wheat (Triticum durum Desf.) varieties response at
germination stage and in silico research of MYB genes involved in salt adaptation.

Abstract:

Salinity is a widespread problem that seriously influences the production and the quality of
wheat around the world. It is one of the main abiotic stresses limiting the productivity of
durum wheat. The study focused on the response to salt stress at germination stage of two
durum wheat varieties cultivated in Algeria. The experimentation was carried out in a growth
chamber whose temperature and photoperiod were controlled. The seeds are germinated in
Petri dishes containing increasing concentrations of salt (NaCl) from 0 g /I to 12 g /l. Various
parameters were considered: final germination rate, germination kinetics, mean germination
time, germination speed, root and shoot length, coleoptile length, root number, the
reversibility of salt action as well as two germination indexes. Applying a selecting pressure
by adding NaCl had a depressive effect on the germination and biological seedling growth.
However, this effect varies with the intensity of stress and variety. The variety Beliouni
proved to be the most tolerant to salt stress while the variety waha proved the least tolerant.
An in silico approach was also carried out to characterize genes belonging to the MYB family

of transcription factors playing a potential role in the response to salinity.

Key words: Durum wheat, Salt stress, Germination, NaCl, in silico research.
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Introduction

L’Algérie, troisiéme importateur mondial de blé, cultive les céréales sur 3,5 millions
d’hectares (Agro, 2019). Cette culture constitue d’ailleurs la principale base du régime
alimentaire pour les consommateurs algériens et le secteur agricole contribue a hauteur de 12
% au PIB (Produit Intérieur Brut) (Ammar, 2014).

Néanmoins, le rendement en grain du blé, actuellement, ne permet pas d’atteindre
I’autosuffisance et donc de couvrir les besoins du marché national tout en alimentant les
stocks. La production étant sujette a la variabilité climatique et aux effets néfastes des stress
abiotiques qui se traduisent par des contraintes salines et hydriques (Benseddik et khelloufi,
2000).

La tolérance vis-a-vis des sels tel que le chlorure de sodium, est de ce fait un caractere trés
convoité chez les végétaux d’intérét agronomique afin d’élargir leur culture dans les régions
soumises a ce type de stress. La réponse des especes végétales au sel dépend de leurs
génotypes, de la concentration en sel, des conditions de culture et du stade de développement
de la plante. Globalement, le blé est considéré comme relativement plus tolérant au sel, par
comparaison a I’orge et au triticale (Aloui et al., 2013). La salinité va avoir une incidence
néfaste méme a un stade précoce du développement en affectant entre autres la capacité de
germination des graines (Ben Khaled et al., 2007).

Cet impact négatif est généralement associé au faible potentiel osmotique de la solution du
sol et au niveau élevé de toxicité du sodium. Ces éléments provoquent des perturbations
multiples aux niveaux moléculaires, biochimiques et physiologiques. La réaction d’une plante
face a un stress commence par sa perception puis s’en suit la transduction des signaux par des
messagers pour finir par I’activation des réponses physiologiques et métaboliques appropriées
(Mahjoub, 2018). Parmi les facteurs de transcription impliqués dans ce type de réponse on
retrouve les MYB. Cette famille largement répandue chez les plantes, est caractérisée par un

domaine hautement conservé leur conférant leur aptitude a se lier a I’ADN (Ghandour, 2016).

Vue I'importance de la phase germinative des semences dans le déroulement des stades
ultérieurs de developpement et de croissance des plantes, nous avons entrepris une étude sur

deux variéteés Algériennes de blé dur en les soumettant a des différentes concentrations de
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NaCl, afin d’observer leur comportement germinatif et leur croissance vis-a-vis de ce stress.
Nous avons par la suite mené une étude in silico pour caractériser des genes appartenant a la
famille des facteurs de transcription MYB jouant un réle potentiel dans la réponse mise en

place face a la salinité.

Ce mémoire s’ouvre sur une introduction suivie par trois grands chapitres:

» Le 1% chapitre, constitue une analyse bibliographique portant sur I’origine et
I’importance du matériel végétal ayant fait I’objet de cette étude. Sur les effets du
stress salin sur les plantes et les mécanismes de réponse mise en place en évoquant

les facteurs de transcription de type MYB.

= Le 2°™ chapitre, comporte une description du matériel végétal, des conditions de
culture, des variables choisis, ainsi qu’une étude in silico de genes appartenant a la

famille des facteurs de transcription MYB.

= Tandis que le 3*™ chapitre, est consacré aux résultats obtenus et & leurs discussions.

En cl6turant le manuscrit par une conclusion faisant le point sur ’ensemble du travail.
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Chapitre I : Revuebibliographique

1. Le blé

1.1. Généralité

Les céreales sont des especes généralement cultivees pour leur grain, dont l'albumen
amylacé, réduit en farine, est comestible pour I'nomme. Le blé, I'orge, lI'avoine, le seigle, le
mais, le riz, le millet et le sorgho ; regroupent des plantes appartenant a la famille des
Graminées (ou Poacées) (Moulle, 1971). Prés d’un milliard de tonnes sont produits,
annuellement dans le monde ; le blé et le riz restent en téte de liste en terme de production
(Aboudaou, 2011).

En Algérie également, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le
systetme alimentaire et dans 1’économie nationale. Cette caractéristique est percue d’une
maniere claire a travers toutes les phases de la filiere (Djermoun, 2009). Parmi ces céréales,
le blé occupe une place de choix dans I’alimentation des populations algériennes. Il représente
la principale spéculation et draine plusieurs activités de transformation, en semoulerie, en
boulangerie et en industrie alimentaire. En raison de la place capitale qu’occupe cette
graminée, elle fait perpétuellement 1’objet de recherche de variétés adaptées capables de

supporter les conditions du milieu semi-aride (Megherbi et al., 2012).

1.2. Historique et répartition géographique

Depuis la naissance de l'agriculture, le blé est a la base de I’alimentation de I'nomme
(Ruel, 2006). Les premieres traces d’une graminée sauvage ancétre du blé remontent a plus de
500.000 ans (Mesrane, 2018). Quant a la découverte du blé, elle semble avoir été faite en 1’an
15000 avant Jésus-Christ dans la région du croissant fertile. Cette zone constitue un vaste
territoire comprenant la Syrie, la Jordanie, la Palestine, 1’Iraq, 1’Iran et la Turquie (Lev-Yadun
et al., 2000). Plusieurs scientifiques ont suggéreé, sur la base de divers éléments botaniques,
génétiques et archéologiques, que le creuset de notre céréaliculture se situerait en une zone

plus limitée dudit croissant fertile (Lev-Yadun et al., 2000).



Chapitre I : Revuebibliographique

1.3. Origine génétique

Les deux especes de céréales les plus cultivées sont le blé tendre (Triticum aestivum) et le
blé dur (Triticum durum) (Feillet, 2000). Le premier, possédant trois génomes AA, BB et DD
constitué chacun de sept paires de chromosomes homologues, soit au total 42 chromosomes
(Benderadji, 2013). Il est acquis que le génome A provient de Triticum monococcum, le
génome B d’un Aegilops (bicornis, speltoides, longissima ou searsii) et le génome D
d’Aegilops squarrosa. Quant au blé dur, il ne comporte que les deux génomes AA et BB, soit
28 chromosomes. Le croisement naturel entre T. monococcum et Aegilops (porteur du
génome B) a permis 1’apparition d’un blé dur sauvage de type AABB (Triticum turgidum ssp.
dicoccoides) qui a ensuite progressivement evolué vers T. turgidum ssp. dicoccum puis vers T.
durum (blé dur cultive) (Figure 1) (Benderadji, 2013).

il | 0.5 Ma |

Ae. speltoides <--—--—---—-- ? X T. urartu
(SS) (BB) (AA)

(2n=2x=14) (2n=2x=14) ﬂ (2n=2x=14)

Amidonnier
sauvage

T. turgidum
ssp dicoccoides

(B BAA) (2n=4x=28)

Amidonnier ‘

T. turgidum 0.01 Ma Ae. tauschii
ssp dicoccum X (DD)
BIé dur (BBAA) ﬂ (2n=2x=14)
(2n=4x=28)
T. turgidum (Y )
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Figure 1: Evénements de polyploidisation ayant abouti & la formation des blés cultivés
(Charles, 2010).



Chapitre I : Revuebibliographique

1.4. Classification botanique et description

Le blé est une plante annuelle de la classe des Monocotylédones, de 1’ordre des Poales, de
la famille des Graminées (Poacées), de la tribu des Triticées, appartenant au genre Triticum
(Tableau 1), (Feillet, 2000 ; Bogard, 2011). Cette famille comprend 600 genres et plus de
5000 espeéces (Feillet, 2000).

Tableau 1: Classification taxonomique du blé dur (Feillet, 2000).

Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Poales

Famille Poaceae

Tribu Triticeae

Genre Triticum

Espéce Triticum durum Desf.

Les espéces du genre Tritucum sont des herbacées annuelles a feuille alterne et a
croissance définie, le cycle du blé comporte une période végétative marquée par la production
des racines, des feuilles et des tiges. Puis d’une phase reproductrice marquée par la formation
des épis, des fleurs suivie par le remplissage des grains (Bogard, 2011). Le grain de blé est un
fruit sec, indéhiscent (qui ne s’ouvre pas a maturité¢) dont la paroi est adhéerente au tégument

de ’'unique graine qu’il renferme et qui est appelé caryopse (Salmi et Merbah, 2015).

1.5. Importance et utilisation

Parmi les céréales, le blé occupe a I’échelle mondiale une place primordiale dans le
systeme agricole. Il est considéré comme principale source de la nutrition humaine et animale

(Slama et al., 2005). Cette céréale se place a la deuxieme place pour la production mondiale
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apres le mais et a la premiére place, avant le riz, comme source nutritionnelle pour les
populations humaines en assurant 20% de leurs besoins énergétiques (Bentouati et Safsaf,
2019).

L’importance du blé réside dans le fait qu’il participe d’une fagon importante et
diversifiée au régime alimentaire humain et aux emplois que génére la filiére ceréaliére
(Mesrane, 2018). Le blé tendre est principalement utilisée en meunerie pour obtenir de la
farine nécessaire a la production de pain, de viennoiseries ou de patisseries ; ou encore pour la
fabrication des biscuits et de gateaux traditionnels ou occidentaux (Debition, 2010 ; Lopes et
al., 2012). Pour ce qui est du blé dur, il sert & la production de pétes alimentaires, de couscous
et a bien d’autres mets comme le pain et divers gateaux (Troccoli et al., 2000 ; Debition,
2010).

Des nouvelles utilisations a I’échelle industrielle sont apparues depuis quelques années
telles que la fabrication de bioplastiques a base de gluten ou d’amidon. Les principaux
débouchés sont les sacs plastiques, les plastiques agricoles, les emballages et certains
produits d’hygiéne. Ces bioplastiques ont I’avantage par rapport a leurs homologues d’origine

fossile d’étre biodégradables et donc renouvelables (Debition, 2010).

D’ici 2050, une augmentation de 60 % de la production mondiale de blé sera nécessaire
pour répondre a la demande d’une population croissante. Les actions prioritaires & engager
pour relever ce défi ont été présentées par ‘le blé Initiative’. Les gouvernements mettent en
place un ensemble de politiques, de plans, de mesures et de précautions pour veiller au

bon maintien et au développement de ce secteur agricole (Louali, 2016).

2. Le stress salin chez les plantes
2.1. Notion de stress

Selon Levitt (1980), le terme stress désigne I’effet néfaste d’un facteur de
I’environnement sur un organisme vivant. D’apreés Hopkins (2003), il s’agit de toute force ou
condition hostile qui tend a empécher le fonctionnement normal de la plante (croissance,
développement et productivité). Cette notion regroupe a la fois les stress abiotiques (qui sont
dus a des facteurs environnementaux) et les stress biotiques (dus a une agression par autre

organisme vivant) (Roeder, 2006).
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2.2. Stress salin

La salinité des sols et de I’eau, est I’un des principaux facteurs abiotiques qui limitent la
productivité végétale et le rendement agricole (Baatour et al., 2004). Dans les écosystémes
arides et semi arides, elle résulte des fortes évaporations d’eau a partir du sol ainsi que d’une
pluviométrie irréguliére et insuffisante (Munns et al., 2006).

Ce terme s’applique essentiellement a un exces d'ions, mais pas exclusivement, aux ions
Na* et CI" (Hopkins, 2003). Une augmentation brusque de la concentration en sels conduit
d’une part, a un afflux plus élevé d’ions dans la cellule suite a la chute de la concentration du
milieu externe. Et d’autre part, a une perte d’ecau par voie osmotique (Lemekeddem et

Debbache, 2013).

Le stress salin, comme beaucoup d'autres stress abiotiques, affecte aussi bien la
germination que la croissance des plantes et leur développement (Sebane, 2015). Les
conséquences qui en résultent peuvent étre attribuées a trois processus majeurs qui sont :
I’effet du déficit hydrique résultant de la réduction du potentiel hydrique de la solution du sol,
la toxicité des ions (absorbés en exces, tels que le sodium et le chlore) et le déséquilibre
ionique qui résulte de 1’accumulation des ions toxiques ( Na* et CI") ce qui entraine une
diminution de I’absorption d’autres ions (K*, Ca?*, NO™) nécessaires a I’activité enzymatique

de la plante (Greenway et Munns, 1980).

2.3. Stress salin et germination

2.3.1. Définition du processus de la germination

La germination est une étape importante et vulnérable dans le cycle de vie des plantes ;
elle détermine 1’établissement du semi et la croissance de ces derniéres (Arbaoui, 2016). Il
s’agit d’un stade physiologique qui correspond au passage de la phase de vie latente de
la graine a la phase de développement de la plantule (Baskin et Baskin, 1998).

Bewley et Black (1994), la définisse comme étant la somme des événements qui
commencent avec l'imbibition et se termine par I'émergence d'une partie de I'embryon,

généralement la radicule, a travers les tissus qui I'entourent.
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2.3.2. Phases et mécanismes physiologique de la germination
La germination comprend trois phases successives (Figure2) :
e Phase d’imbibition

Le processus commence par 1’entrée passive et massive de 1’eau dans la graine s€che, ou
imbibition (Dadach, 2016). Cette entrée d’eau, servant a hydrater les tissus, est accompagnée
d’une augmentation de la consommation d’oxygene attribuée a 1’activation des enzymes

mitochondriales (Chaussat, 1999).
e Phase de germination stricto sensus

Des différents mécanismes physiologiques qui entrent en jeu dans le processus de
germination, c'est la phase de germination stricto sensu qui est la plus importante car elle
conditionne la croissance ultérieure. L'hydratation des tissus est totale ; I’activité respiratoire
est ralentie. C’est a ce stade que se préparent les éveénements métaboliques associés a
I’allongement de la radicule qui émerge des téguments. Cette émergence, rendue possible
grace a I'elongation des cellules, coincide avec la fin de la deuxiéme étape et la perte de la
tolérance a la dessiccation (Benyahia, 2017).

e Phase de croissance

Distinguée par une reprise de I’absorption de I’ecau et une élévation de la consommation
d’oxygeéne (Anzala, 2006). Certains auteurs ne considerent pas cette phase comme faisant
partie de la germination au sens strict (Hopinks, 2003). La semence peut étre déshydratée sans
étre tuée jusqu'a la fin de la phase de germination stricto sensu ; mais des lors que la radicule
a commencé sa croissance, la déshydratation est fatale. Le premier organe a émerger de la
graine est donc la radicule. S’ensuit 1'émergence de I’épicotyle et des cotylédons, qui

constituent la partie aérienne de la plantule (Nivot, 2005).
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Figure 2: Courbe théorique d'imbibition d'une semence (Come, 1982).
2.3.3. Les facteurs de la germination

L'ensemble des facteurs qui interviennent au moment de la germination mais aussi tout au
long de la vie d'une graine, exerce une influence sur son comportement lorsqu'elle est mise a
germer. Au sujet des céréales, Chaussat et Bouinot (1984), parlent de la prédétermination
physiologique des semences. Ainsi, la qualité germinative d'une graine est fonction de son
génome mais aussi de I’intervention de plusieurs autres facteurs. Les plus couramment étudiés
sont la température, I'oxygene et la lumiére. En fait, c'est I'action combinée de ces différents
facteurs qui rend possible ou non la germination. De ce fait, la présence d'eau est obligatoire,
mais pas suffisante car il faut aussi que la température soit convenable et que I'embryon soit

correctement oxygéne (Come, 1982).

2.3.4. Effet du stress salin sur la germination

Ce processus est régulé aussi bien par les caractéristiques génotypiques que par les

conditions environnementales (Ndour et Danthu, 1996 ; Maillard, 2001). Le stade germinatif
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se montre souvent plus sensible par rapport aux autres stades de développements (Ouhaddach
et al., 2016).

Plusieurs auteurs s’accordent a dire que la présence de NaCl entraine 1’augmentation de
la durée des phases de germination et retarde par conséquent la levée (Ndour et Danthu, 1996
; Benata et al., 2006 ; Siddikee et al., 2015 ; Benidire et al., 2015 ). Qu’il soit présent dans le
sol ou dans I’eau d’irrigation, le chlorure de sodium altére la germination des glycophytes
(dont le blé) de deux manieres : en diminuant la vitesse de germination et en réduisant le
pouvoir germinatif. Néanmoins cette action varie en fonction de la nature de I’espece (dur ou

tendre), de I’intensité du stress salin et de sa durée d’application (Bentouati et Safsaf, 2019).

Il a été démontré que la salinité inhibe la germination par un effet osmotique suite a la
baisse du potentiel hydrique autour des graines (Rejili et al., 2006 ; Abdelkader et al., 2015 ;
Karoune, 2016). Ou bien par des effets toxiques qui sont liés a une accumulation de sels
provoquant la perturbation des enzymes (telles que les polyphénoloxydase, les amylases et les
peroxydases) impliquées dans les mécanismes physiologiques germinatifs. Ces perturbations
empéchent la levée de dormance des embryons et conduisent a une diminution de la capacité

germinative (Hajlaoui et al., 2007).

3. Mécanismes de tolérance au stress salin

La tolérance a la salinité représente la capacité de la plante a maintenir sa croissance sous
conditions salines. Il ne s’agit pas d’un mécanisme qui est présent ou absent, c’est plus tot un
phénomene qui prend différents degrés d’expression, variables selon les génotypes et les
conditions de croissance. La conséquence est une large variabilité de réponses chez les plantes
soumises au stress salin (Benderradji, 2013).

Ainsi, la régulation de I’expression génique chez les plantes suite a un stress implique
I’activation de plusieurs génes intervenant dans les mécanismes de tolérance (Figure 3). On

peut classer ces genes en deux catégories :

e Les génes effecteurs qui sont responsables des processus nécessaires a 1’adaptation au

stress salin comme les génes codant pour les enzymes participant a la biosynthese des

10
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osmoprotecteurs, les enzymes de détoxification, les protéines LEA (Late
Embryogenesis Abundant protein) et les transporteurs d’ions (Shi et Zhu., 2002).

e Les geénes régulateurs qui controlent I’expression et 1’activité de ces effecteurs. Ces
génes codent pour des molécules régulatrices telles que, les protéines kinases, les
phosphatases, les enzymes qui participent au métabolisme des phosphoinositides et
les facteurs de transcription (Zhu., 2002).

Stress

Osmotique,
Tonique,

Oxydatif

Perception du signal Canaux Ca2+ HK , Senseurs..

Transduction du signal 2" messager MAPK, SOS..

Controle de la transcription Facteurs de transcription

Activation de génes

Meécanismes de Osmoprotection, Chaperonnes, Détoxification,

réponse au stress .
P H:z0 et mouvement d’ions (ITansporteurs)

Résistance ou Tolérance au stress
Figure 3: Représentation générale de la réponse au stress chez les plantes (Wang et al., 2003).
3.1. Homéostasie ionique

L’homéostasie est un processus d’autorégulation qui peut étre de nature ionique ou

osmotique (Zhu, 2002). Le maintien de ’homéostasie ionique est critique pour les plantes

11
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confrontées a de fortes salinités. Ceci implique I’accumulation d’ions inorganiques (Na-, CI),

leur compartimentation et leur excrétion (Arif, 2018).

3.1.1. L’exclusion des sels

L’une des stratégies permettant aux plantes de survivre en condition de stress salin
consiste a exclure le sodium du cytoplasme vers ’extéricur de la cellule. Dans ce cas, les
plantes limitent I’entrée des ¢éléments salins et les rejettent dans le compartiment

apoplasmique (Hanana et al., 2011).

Il existe une corrélation positive entre 1’exclusion des sels et la tolérance a la salinité chez

plusieurs espéces dont le blé (Munns et al., 2006).

L’exclusion du sodium est réalisée par 1’action combinée d’une série de protéines de type
SOS (Salt Overly Sensitive) (Zhu, 2003). Des études ont montré que l'excés de Na® et
I'osmolarité élevée sont détectés séparément par des capteurs situés au niveau de la membrane
plasmique, ce qui induit une augmentation du Ca* cytosolique, la protéine SOS1 qui est un
antiport Na*/H", joue un rdle primordial dans ce mécanisme d’exclusion du sodium. Les
protéines SOS2 et SOS3 assurent conjointement la régulation de 1’activité de la SOS1 mais
¢galement celle de 1’antiport vacuolaire NHX1. D’autre part et afin de réduire I’accumulation
de sodium au niveau de la partie aérienne de la plante, ce complexe protéique SOS interagit
avec le transporteur HKT1 lui aussi situé sur la membrane plasmique et qui est responsable de
la recirculation du sodium des feuilles vers les racines via le phloéme (Figure 4) (Hanana et
al., 2011).

Le stress salin peut également induire 1'accumulation de 'ABA, qui, au moyen de I’ABI1

et de ’ABI2, peut réguler négativement la SOS2 et I’antiport NHX1 (Silva et Gerods, 2009).

12
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Figure 4 : Voies de signalisation responsable de I’exclusion du N* sous stress salin
(Manchanda et Garg, 2008).

3.1.2. La compartimentation vacuolaire ou I’inclusion

La compartimentation vacuolaire ou autrement dit I’inclusion est la stratégie la plus
efficace pour éviter la toxicité du Na* et son action inhibitrice a 1’encontre des processus
enzymatiques (Nasri, 2014). Selon Hanana et al., (2011), celle-ci consiste a évacuer les ions
Na* en excés du cytoplasme vers la vacuole. De plus, I’augmentation concomitante de la
concentration de sodium dans la vacuole va engendrer une forte pression osmotique qui va
favoriser 1’absorption d’eau et donc améliorer la turgescence des cellules.

Ce mécanisme de compartimentation vacuolaire est assuré par 1’action d’un antiport
vacuolaire sodium/proton (Na*/H") dont 1’énergie est fournie par les pompes & protons
ATPases (H" adénosine triphosphatases) et PPases (H* pyrophosphatases) vacuolaire (Figure
5) (Zhu, 2003; Hanana et al., 2011).

La force protomotrice, indispensable au flux d’ions a travers la membrane, est génerée par
des pompes a protons. A la pénétration des ions Na' dans le cytosol, les pompes a

protons ATP dépendantes situées sur la membrane plasmique vont rétablir I’homéostasie

13
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ionique, en abaissant les concentrations de Na* cytosoliques. Ces ions sont soit évacués hors
du cytoplasme vers les tissus conducteurs par 1’intermédiaire d’antiport Na*/H" (NHA1), soit
stockés dans la vacuole par I’intermédiaire de I’antiport Na'/H" (NHX1 ou AtNHX1) (Zhu,
2001).

v L'exclusion et la compartimentation de Na*

Apoplast pH 5.5 Plasma Membrane
Cytosol
PH 7.5 PPi H* Na~ - Na®
K#
i High-affinity K*
s transporters
a

Na*/H* antiport

Vacuole

KQ

K*/Na* selectiveVICs

V-ATPase

T H* “arp
K+/Na+ ratio H+

ATP

P-ATPase

Figure 5 : L’exclusion et la compartimentation vacuolaire du Na* (Zhu, 2003).

3.1.3. La sélectivité

La sélectivité ionique représente la capacité de la plante a réguler I’accumulation du Na*
au profit du K*, phénoméne de discrimination entre les ions Na* et K* (Gorham, 1993). En
effet, des niveaux élevés de I’ion K dans de jeunes plantules sont associés a la tolérance au
stress salin chez plusieurs especes (Bhandal et Malik, 1988).

Le Ca®* réduit absorption du Na* dans le milieu et par voie de conséquence favorise la

sélectivité K'/Na" au niveau du plasmalemme. Ainsi, plus la sélectivité du canal pour les ions

14
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K" sera importante, moins le Na+ franchira la membrane. Le degré de sélectivité K*/Na* des
systémes responsables de 1’absorption du K*, en défavorisant I’entrée du sodium peut étre

alors un des mécanismes impliqués dans I’adaptation des végétaux a la salinité du milieu

(Chadli, 2007).

3.2. Homéostasie osmotique

Face a l’augmentation des forces de rétention de I’eau dans un sol en cours de
dessiccation, un ajustement osmotique peut se manifester, mais a des degrés variables, chez la
plupart des végétaux. Les métabolites impliqués dans cet ajustement sont assez variés. Ces
solutés ont des propriétés physiques et biologiques compatibles, méme a forte concentration,
avec les fonctions métaboliques (Tahri et al., 1998).

L’accumulation de ces composés a été mise en évidence chez plusieurs espéces végétales
soumises a la contrainte saline. Cette accumulation varie dans de larges proportions suivant
I’espece, le stade de développement et I’intensité de la salinité. Les niveaux d’accumulation
des solutés entre les plantes témoins et les plantes soumises au stress salin sont tres
importants (ElI Midaoui et al., 2007). Ces osmolytes peuvent étre aussi bien d’origine
organique telle que les sucres, les acides organiques et les acides aminés (comme la proline et
la glycine bétaine), que d’origine inorganique comme les ions, en particulier les ions de

potassium (Aissani, 2019).

Au cours de I’ajustement osmotique, la cellule compartimente les ions toxiques tels que
les Na* et CI" dans la vacuole et en méme temps synthétise et accumule les solutés organiques
dans le cytoplasme pour maintenir 1’équilibre de la pression osmotique (Hasegawa et al.,
2000).

4. Salinite et expression génique
Les mécanismes de tolérance qui régissant le fonctionnement cellulaire et qui sont mis en
place par la plante lors d’un stress sont basés sur : (1) la perception, (2) la transmission et (3)

le traitement du signal.

15



Chapitre I : Revuebibliographique

4.1. Perception du signal du stress salin

Les signaux de stress extracellulaire sont d’abord percus griace a des récepteurs

membranaires (Sellami-Jallouli, 2019). Parmi ces récepteurs on retrouve notamment :

e Les protéines HK (pour Histidine Kinase) qui fonctionnent chez Arabidopsis (cas de la
protéine AtHK1) comme un capteur osmosensible transmettant le signal de stress a
une cascade MAPK kinases (Urao et al., 1999).

e Les protéines GPCR (pour G-Protein Coupled Receptor), percoivent également les
signaux extracellulaires, ce qui va activer une voie de signalisation faisant intervenir
des protéines G hétérotrimériques (d’ou le nom). Cette protéine joue ainsi un role
important dans différentes voies de signalisation en réponse au stress (Tuteja, 2009).

e Les récepteurs RLKs (pour Receptor-Like Kinases) constituent une large famille de
protéines transmembranaires. Chez la pomme de terre, La StLRPK1 (Leucine-rich
Repeat Receptor-like Kinase) est induite dans des feuilles par une contrainte saline
(Mouhaya, 2008).

4.2. Transduction du signal et cascades de signalisation

Suite a la perception du stress via des récepteurs plus ou moins spécifiques, le signal est
transmis a D’intérieur des cellules. La transduction du signal est assurée par des seconds
messagers (qui assurent le fonctionnement des voies de signalisation) et des facteurs de
transcription qui contrdlent 1’expression des geénes impliqués dans la réponse au stress. Le
calcium joue un rdle en tant que molécule messager secondaire dans la plante sous diverses
conditions de stress, y compris la salinité (Osmane, 2009).

L’augmentation transitoire de la concentration cytosolique en Ca®" est percue par les
différentes cascades de phosphorylations faisant intervenir: les CDPK (pour Ca®* Dependent
Protein kinases), les MAPK (pour Mitogen Activated Protein Kinase), les protéines SOS
(pour Salt Overly Sensitive) ou encore les phospholipases (Ngyen, 2012).

Ces protéines kinases vont induire 1’expression des facteurs de transcriptions tels que : les
EREBP (pour Ethylene-Responsive Element Binding Proteins) (Riechmann et Meyerowitz,
1998), les ERF (pour Ethylene Responsive Factor) (Sakuma et al., 2002), les bZIP (pour basic
leucine zipper) (Jakoby et al., 2002) et les MYB ( (Abe et al., 1997). Ce sont les éléments clés
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qui controlent et modulent les voies d'adaptation aux stress abiotiques chez les plantes
(Golldack et al., 2011).

4.3. Les facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont des protéines trans-régulatrices intervenant dans la
régulation de I’expression des génes en réponse a différents signaux (stress biotiques et
abiotiques, hormones,...). Ces protéines se lient a ’ADN au niveau des promoteurs des génes
pour en activer ou en réprimer la transcription. Elles comportent des motifs de liaison a
I’ADN (de type hélice-boucle-hélice, fermeture a leucine, doigt de zinc,...), leur permettant
de reconnaitre et de se lier spécifiqguement a des éléments cis-régulateurs, situés au niveau de

la région promotrice des genes cibles (Chebbi, 2015).

Selon Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki (2007), les facteurs de transcription peuvent étre
divisés en deux catégories : ceux impliqué dans la voie dépendante de I'ABA (tels que les:
MYB, MYC, bZIP) et ceux impliqué dans la voie indépendante de I'ABA (tel que les:
AP2/ERF) (Mouhaya, 2008).

4.1.1. Les facteurs de transcription MYB

Le premier gene MYB a avoir été caractérisé correspond au protooncogene cellulaire c-
MYB (Myeloblastosis), il est impliqué dans le controle de la prolifération et/ou la
différenciation des cellules hématopoiétiques (Klempnauer et al., 1982 ; Frank, 2007).

Au sein du régne végétal, le premier membre de cette famille a été découvert chez le
mais ; il s’agit du MYBCI1 ; qui est quant a lui impliqué dans la biosynthese d’anthocyanines
(Paz-Arez et al., 1987).

Les MYB appartiennent a une large famille de facteurs de transcriptions (plus de 125
génes chez Arabidopsis et plus de 100 chez le mais) pouvant étre impliqués dans : le
développement des plantes, la différenciation de plusieurs types de tissus (Bedon, 2007 ;
Lakhal, 2013), la régulation de la biosynthése des composés phénoliques (Martin et Paz-Ares
1997, Jin et Martin 1999), la défense des plantes (Kranz et al., 1998) ou en réponse a I’ABA
(Urao et al., 1993).
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La caractéristique la plus emblématique de ces protéines c’est quelle contiennent un site
de liaison a ’ADN appelé domaine MYB localis¢é dans leur extrémité N-terminale
(Lakhal, 2013).

e Caractéristiques et classification des MYB chez les plantes

Les facteurs MYB sont classes en 3 sous-familles : MYB1R, MYBR2R3 et MYB3R en
fonction du nombre de répétitions, dans le domaine de liaison a I’ADN, (Romero et al., 1998).
Ce dit domaine est formé de trois répétitions imparfaites de 51 a 52 acides aminés, désignées
par R1, R2 et R3 (Figure 6), contenant chacune trois résidus tryptophane (Trp) espacés de 18
a 19 acides aminés (Weston et Bishop, 1989). Les MYB a deux répétitions R2-R3 sont
majoritaires chez les plantes (Jin et Martin 1999) et les résidus Trp y sont remplacés par un

acide aminé hydrophobe (Rabinowicz et al., 1999).

-W-(X19)-W(X;0)-W-...-F/1-(X;5)-W-(X,)-W- Structure primaire

H H H H H H Structure secondaire

Figure 6: Classes de facteurs de transcription MYB chez les plantes (Dubos et al., 2010).
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Les facteurs MYB possédent également d’autres domaines caractéristiques, domaine acide
de transactivation (Weston et Bishop, 1989). Ce dernier posséde une autre classification,
basée sur des motifs conservés retrouvés dans ’extrémité C-terminale de la protéine. La
plupart des MYB ont été décrit comme étant des régulateurs positifs de la transcription
(Kranz et al., 1998 ; Fortin, 2012).

e Roles des MYB chez les plantes

Plusieurs auteurs ont suggéré 1’implication des facteurs de transcription de type MYB
dans plusieurs processus biologiques importants tels que : le contrble de la morphogénese et
la différenciation cellulaire, la régulation du métabolisme primaire et secondaire, le contrdle
du cycle cellulaire, le développement de la graine et la germination mais aussi dans le
phénomene de transduction des signaux (Noda et al., 1994 ; Higginson et al., 2003 ; Jiang et
al ., 2004 ; Dubos et al., 2010 ; Katiyar et al., 2012).

Chez I’orge notamment, le facteur de transcription HYMYBGa est activée par I’acide
gibbérellique et réduit 'expression de différents génes durant la germination des graines
(Gubler et al., 1995).

Ces facteurs de transcription jouent également un réle dans la réponse aux stress
abiotiques chez les plantes (Li et al ., 2015) ; en particulier les protéines MYB de type R2R3.
En effet, il a été rapporté que I’expression du gene OsMYBR3R?2 est induite par le froid ainsi
que par le stress hydrique et salin chez le riz. La surexpression de ce géne chez Arabidopsis a
conféré aux plants transgéniques une tolérance a ces trois stress (Dai et al., 2007). Toujours
chez Arabidopsis, il a été rapporté que le facteur AtMYB102 est un élément clé dans les
voies de signalisation dans les réponses au stress osmotique et a 'ABA (Stracke et al., 2001).
Une autre étude a révelé que le géne AtMYBA41 contréle la réponse au stress osmotique au
niveau transcriptionnel a court terme. La surexpression du gene AtMYB44 peut réduire le

taux de perte en eau et améliorer la tolérance a la salinité. (Yang et al., 2012).

Chez le blé He et al., (2012) ont constaté qu’en situation de stress salin les cultivars
tolérants présentés une expression plus importante du gene TaMYBsdul comparativement

aux cultivars sensibles.
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5. Etude des mécanismes moléculaires de réponse au stress

Le stress se traduit par plusieurs changements moléculaires au niveau de la plante. Les
approches employées en biotechnologies végétales permettent notamment la compréhension
des mécanismes intervenants dans le phénomene de tolérance. L’identification des genes
induits en condition de stress, constitue une approche trés prometteuse en amélioration des
plantes (Benderradji, 2013).

L’¢étude moléculaire des génes de réponse au stress consiste a induire un stress sur une
plante entiére, puis a suivre les modifications induites par ce stress au niveau des protéines ou
des ARN messagers (Poormohammad Kiani, 2007). La biologie moléculaire propose des
outils extrémement puissants pour étudier l'expression des genes et des protéines. La
génomique fonctionnelle, qui s'intéresse a I'ensemble des transcrits (transcriptome) et des
protéines (protéome) propose des stratégies trés performantes pour permettre une analyse
pratiguement exhaustive de I'expression de l'ensemble des genes et des protéines. Les
informations obtenues permettent de déterminer l'ordre et les conditions d'expression des
génes mais aussi de prédire leur fonction (Dubos, 2001). On peut faire appel a des techniques
qui permettent de faire des analyses a grande échelle ou des technologies (dites "géne a géne™)
permettant d’étudier et d’analyser les protéines, les transcrits et/ou les genes au cas par cas
(Lopez-Maestre, 2017).

Il est possible d’utiliser les génes identifiés pour transformer des plantes et étudier ainsi le
réle du géne dans la plante transgénique obtenue (Poormohammad Kiani, 2007). De nos jours
de nombreux travaux ont été publié mettant en avant des plantes transgéniques surexprimant
notamment des facteurs de transcription. Un exemple qui témoigne du rdle de la transgénése
dans I’obtention de plantes plus adaptées aux stress salin et au froid s’observe chez des
lignées de riz transgenique surexprimant le géne DREB2A d’Arabidopsis puisqu’elles
acquirent une meilleure tolérance (Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2007). D’autres études

abordant la surexpression de génes MY B ont également été précédemment mentionnées.
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1. Matériel végétal

Cette étude a été menée sur deux variétés de blé dur (Triticum durum Desf.): Beliouni
et Waha. Les variétés utilisées ont été obtenues aupres de 1’Institut Technique des Grandes
Cultures (ITGC) de Constantine (station EI Khroub). Les génotypes utilisés sont répertoriés
selon le catalogue officiel de 'ITGC (Tableau 2).

Tableau 2: Pédigrées, origines et acronymes des genotypes étudiés et leurs caractéristiques
(Attab et Brinis, 2012 ; Belkharchouche et al., 2015).

Waha w CIMMYT- Plc/Ruff//Gta/3/Rol | Sélection CIMMYT-ICARDA
ICARDA etteCM17904 Elkhroub. Paille courte et demi-
pleine, précoce, mieux adaptée aux
régions arides et semi- arides, bonne
productivité, tolérante au froid,

moyennement tolérante a la

sécheresse.
Beliouni | BEL Algérie Variété locale | Sélectionné en Algérie a partir de la
ancienne variété botanique Triticum durum

Desf.Var. erythromelan Korn.

Cette variété semble étre la plus
appréciée au point de vue de la
rusticit¢  (bonne  adaptation et
tolérance a la sécheresse) et des
rendements stables.
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2. Mise en place de I’essai

Les expérimentations ont été conduites au laboratoire de Génétique Biochimie et de
Biotechnologie Végétale (GBBV) (equipe IV : Physiologie Moléculaire et Biodiversité des

Plantes) a Chaabat EL Rasses, Université Freres Mentouri Constantinel.

Notre étude fut scindée en deux parties : la premiére consiste a analyser 1’effet d’une
crainte saline au stade germination. Le stress salin a été appliqué en ayant recours a cingq
traitements de NaCl dont les concentrations vont de 0 a 12g/l. La deuxieme partie consiste en
une étude in silico de génes codant pour des facteurs de transcription appartenant a la famille
des MYB.

Pour chaque génotype, 300 graines ont été utilisées. Ces derniéres ont été stérilisées a
I’aide d’une solution d’eau de javel (hypochlorite de sodium a 5%) pendant 15 minutes puis

rincées cing fois a I'eau distillée pour éliminer toute trace de chlore.

Les graines ont été mis a germer dans des boites de pétri tapissées de deux couches de
papier filtre, a raison de 20 graines par boite avec trois répétitions par traitements et par
génotypes (Beliouni et Waha) (Figure7). Les cing traitements utilisés sont les suivantes : 0, 3,
6, 9 et 12g/l de NaCl (Djerah et Oudjehih, 2016 ; Os et al., 2019). Les boites témoin ont été
imbibées avec de l'eau distillée tandis que les autres ont été imbibées avec des solutions
salines de différentes concentrations (en fonction du traitement). 5 ml de chaque solution ont
été ajoutés a chaque boite de Pétri, chaque 48 h pour une durée de huit jours. Dans le cas du

controle, ce fut de I’eau distillée (Khayatnezhad et Gholamin, 2011).

Les boites sont mises a 1’obscurité a une température de 23°C+2°C. La germination est
repérée par la sortie de la radicule hors des téguments de la graine dont la longueur est d’au

moins de 2 mm (Alaoui et al., 2013).
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Figure 7 : Dispositif utilisé pour la germination.

3. Paramétres étudiés

3.1. Taux de germination finale (G, %)
Ce paramétre constitue le meilleur moyen d’identification de la concentration saline qui
présente la limite physiologique de la germination des graines (Benderradji et al., 2016).

Le taux de germination finale est exprimé en pourcentage par le rapport entre le nombre

de graines germées sur le nombre total de graines incubées (Come, 1970).

G(%)= 100(NGG/NTG)

ou:

e G (%) représente le pourcentage de germination ;
e NGG représente le nombre des graines germeées ;

e NTG représente le nombre total des graines incubées.
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3.2. Cinétique de germination (CG, %)

Il s’agit de calculer chaque jour la vitesse de germination en présence des différentes
concentrations de sel. Elle est exprimée par le nombre de graines germées a 24, 48, 72, 96,
120, 144 et 168 h apreés le début de I’expérience. C’est un parameétre qui permet de mieux
appréhender la signification écologique du comportement germinatif des variétés étudiées
ainsi que 1’ensemble des événements qui commencent avec 1’étape d’absorption de I’eau par
la graine et qui se terminent par I’¢longation de 1’axe embryonnaire et I’émergence de la

radicule (Hajlaoui et al.,2007 ; Benidire et al., 2015).

3.3. Germination moyenne journaliere (MDG, %)

Selon Osborne et Mercer (1993), la germination moyenne journaliére (MDG) constitue
le pourcentage de germination final sur le nombre de jours a la germination finale d’aprés la

formule suivante:

MDG (%) = Pourcentage de germination finale / nombre de jours a la germination finale

3.4. Vitesse de germination (VG)

Elle représente I’énergie de germination responsable de I’épuisement des réserves de la
graine. La vitesse de germination a été calculée suivant 1’équation de Maguire (1962)
(Khayatnezhad et Gholamin, 2011) :

VG=nl/tl + n2/t2 + ... + n7/t7.
Ou:

e nl,n2....n7 constitue le nombre de graines germées au temps tl, t2,...... t7 (en jours).
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3.5. Index de la germination (GlI)

Selon Scott et al., (1984) I’index de la germination a été calculé en se basant sur la

formule suivante :

Gl = nd2 (1.00) +nd4 (0.75) +nd6 (0.5) +nd8 (0.25)

ou:

e nd2, nd4, nd6 et nd8 correspond au nombre de graines germées au 2°m, 4°M¢, 6°M¢ gt

8™ jour.

3.6. Index de la tolérance au stress de la germination (GSlI, %)

L'indice de tolérance au stress de la germination (GSI) est calculé a I'aide de I'indice de

germination (GI) (Abdi et al., 2016). Il est estimé selon la formule suivante :

G.S.I. (%) = [GI des grains stressees / GI des graines contréles] x 100

3.7. Longueur racinaire (LR, cm)

La longueur des racines est déterminée comme étant la longueur de la racine la plus
longue. Elle a été mesurées a I’aide d’une régle graduée apres 12 jours, et ceux pour évaluer la
croissance de la plante vis-a-vis du stress (Alaoui et al., 2013 ; Djerah et Oudjehih, 2016 ;
Benderradji et al., 2016).
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3.8. Nombre des racines (NBR)

Le nombre de racines émises a été compté. On considére la moyenne de trois racines pour
chaque plantule (Mefti et al., 2008 ; Sassi et al., 2012).

3.9. Longueur du coléoptile (LC, cm)

La longueur des coléoptiles est mesurée a partir de la graine jusqu’a la sortie de la
premiere vraie feuille (Simmons et al., 1995). La longueur du coléoptile a été mesurée a I’aide
d’une regle graduée, et ce pour évaluer la croissance de la plante vis-a-vis du stress (Alaoui et
al., 2013) .

3.01. Longueur des feuilles (LF, cm)

La longueur des feuilles a été mesurée a 1’aide d’une régle graduée apres 12 jours. Les
mesures mettent en exergue l'effet du stress sur la longueur des feuilles comparativement au
témoin (Djerah et Oudjehih, 2016 ; Boumdouha et Krim, 2019).

3.11. Réversibilité de ’action du sel

Ce parametre a ’avantage de déterminer I’origine de ’effet dépressif du sel, s’il est de
nature osmotique et/ou toxique. Ainsi, les graines sont mises a germer en présence de 12 g/l
de NaCl pendant 4 jours. Au quatriéme jour, les graines non germees sont rincées trois fois
pour éliminer le sel non absorbé, puis transférées dans d’autres boites de pétri contenant de
I’eau distillée pendant quatre jours supplémentaires (Hajlaoui et al., 2007 ; Benidire et al.,
2015).

3.12. Analyse et traitements des données

Dans le but de mieux décrire les différentes variables précédemment mentionnées, la
moyenne a été calculée, ainsi que 1’écart type qui mesure la dispersion des données autour de

la moyenne. Ces deux parametres ont été calculés a ’aide du logiciel d’analyse statistique

XLSTAT-Excel 2010.
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Afin de tester les différences entre les traitements, les génotypes et leur interaction, une

analyse de variance a été réalisée en utilisant le logiciel d’analyse statistique XLSTAT-Excel

2010.

4. Recherche de genes codant pour les facteurs de transcriptions MYB dans NCBI

(approche in silico)

4.1. Recherche sur NCBI

La recherche de génes a été effectuée sur le site du NCBI, une fois connecté sur le site
en question, on sélectionne les ressources qu’on souhaite interroger ‘Gene’ ou ‘Protein’ et on
filtre les séquences par organisme ‘Triticum’ dans notre cas. Par la suite il faut choisir une
séquence génétique codant pour une protéine impliqué dans la réponse au stress salin, il s’agit
des facteurs de transcription appartenant a la famille des MYB dans notre étude. Il est
possible de faire apparaitre la séquence d’intérét et d’obtenir un certain nombre d’information

la concernant.
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1. Effet du stress salin sur la germination
1.1. Taux de germination final (G, %)

Bien qu’il ne refléte pas intégralement le comportement des plantes dans leurs conditions
naturelles, le taux de germination, en conditions de stress salin, donne toujours une idée plus

ou moins précise du comportement des variétés étudiées (Ben Naceur et al., 2001).

Les valeurs obtenues indiquent que la capacité germinative des graines diminue a mesure
que la concentration en chlorure de sodium augmente (Figure 8). Les deux variétés sont
affectées et exhibent un taux de germination qui différe de celui du témoin. L’émergence de

I’axe de la tige n’a pas été observée chez toutes les graines ayant germé.

120 -
s
g 100 T - T T
Q —
g 80 !
[V
=
2
IS
= =Y
S 40 -
<5}
©
5 20-
|_

0 n T T L
0 3 6 9 12
NacCl (g/1)

Figure 8 : Evolution de la capacité de germination sous condition contréle (0 g/l) et sous
differentes conditions de stress salin (NaCl a 3, 6, 9, 12 g/l) chez les deux variétés de blé dur
étudiées.

Globalement, nous avons constaté, qu’en absence de stress 1’ensemble des graines testées
ont atteint un pourcentage final de germination égale a 100 % que ce soit chez la variete
Beliouni que chez la variété Waha. Suite a I’application des traitements de 3 et de 6 g/l de

NaCl, le taux de germination reste élevé avec des valeurs allant de 98.33 % a 96.66 %
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respectivement pour la variété Beliouni ; et de 96.66 % a 93.33 % respectivement pour la
variété Waha. En présence de 9 et de 12 g/l de NaCl, la capacité de germination diminue pour
atteindre un taux de 93.33 % et de 81.66% respectivement chez Beliouni. Quant a la variéte

Waha on note une réduction plus marquée avec un taux de 85 % et de 80 % respectivement.

L’analyse de la variance a deux facteurs de ce paramétre fait ressortir un effet traitement
tres hautement significatif (p<0.001) ainsi qu’un un effet génotype hautement significatif

(p<0.01). L’effet interaction ne ’est pas (Tableau 3).

Nos résultats montrent un effet dépressif du sel sur le pouvoir germinatif des graines
quelle que soit la variété et quelle que soit la concentration en chlorure de sodium utilisée.
Ceci concorde avec des résultats rapportés par des études antérieures (Kadri et al., 2009 ;
Alaoui et al., 2013 ; Benderradji et al., 2016).

La germination des graines en présence du NaCl varie d’un génotype a 1’autre et selon les
conditions de stress (Benderradji et al., 2016). D’aprés Prado et al., (2000), la diminution du
taux de germination est due a un processus de dormance osmotique développé sous
conditions limitantes. Cela constitue une stratégie d’adaptation a 1’égard des contraintes
environnementales. Jaouadi et al., (2010) stipulent quant a eux que des concentrations
croissantes en NaCl vont réduire I'absorption de I'eau dans le milieu entrainant ainsi une

difficulté d'hydratation des graines a cause d'un potentiel osmotique élevé.

Selon Yildirim et Guvenc (2006), la salinité peut également affecter la germination, suite
a I’absorption des ions toxiques, qui peuvent causer des changements dans les activités

enzymatiques ou hormonales des semences.

1.2. Cinétique de germination (CG, %)

Les figures 9 et 10 présentent 1’évolution de la germination des deux variétés de blé dur
étudiées en fonction du temps pour I’ensemble des traitements. Les résultats montrent que les
courbes relatives aux taux de germination des graines traitées (donc stressées) sont situées en-
dessous de celles des courbes témoins. On remarque que le sel a provoqué une augmentation

du temps nécessaire pour la germination chez les graines testées.
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Figure 9 : Effets de différentes concentrations de NaCl (0, 3, 6, 9, 12g/l) sur la cinétique de
germination de la variété Beliouni.
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Figure 10: Effets de différentes concentrations de NaCl (0, 3, 6, 9, 12g/l) sur la cinétique de
germination de la variété Waha.
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Les courbes des cinétiques de germination décrivent une forme sigmoide comprenant trois

phases:

e une phase de latence, nécessaire a ’apparition des premiéres germinations, elle est due a
I’inhibition de la germination (Jaoudi et al., 2010). La durée de cette phase est variable
selon la concentration du NaCl. Elle est courte voire absente chez le lot des témoins.

e une seconde phase, correspondant a une augmentation rapide du taux de germination qui
évolue proportionnellement au temps (Alaoui et al., 2013). Les variétés Beliouni et Waha,
montrent un taux maximal apres trois jours d’incubation en présence de 3 g/l de NaCl. En
présence de 6 et de 9 g/l de NaCl, le taux maximal est atteint aprés quatre jours a la suite
desquels on constate une stagnation pour les taux enregistrés. Tandis qu’en présence de 12
g/l de NaCl on constate une stagnation des taux apreés le cinquieme jour (Figure 9 et 10).
La différence remarquée concerne le taux qui est plus faible chez Waha comparativement
a Beliouni.

e une troisieme phase correspondant a un arrét de la germination, apres avoir atteint la
capacité germinative maximale (Jaoudi et al., 2010) et traduisant ainsi le potentiel

germinatif de chaque variété et pour chaque concentration.

Les variétés étudiées ont subi d’une part, une diminution du taux de germination a cause
de I’augmentation de la concentration du sel. Cette diminution est due a la réduction de
I’utilisation des réserves des graines (Askri et al., 2007). D’autre part, 1’augmentation de la
concentration en NaCl a également provoqué, un allongement de la période de germination.
Ce retard s’expliquerait par le temps nécessaire a la graine afin de mettre en place des
mécanismes lui permettant d'ajuster sa pression osmotique interne (Ben Miled et al., 1986 ;
Jaouadi et al., 2010). De plus conformément a Ghrib et al., (2011), ce retard peut aussi étre di
a l’altération des enzymes et des hormones qui se trouvent dans la graine en cas de toxicité

causée par le stress salin.

1.3. Germination moyenne journaliere (MDG, %o) et vitesse de germination (VG)

L'effet des quatre traitements salin sur la moyenne journaliere de germination est

illustré dans la figure 11et 12. On a noté que pour les deux génotypes étudiés, 1’augmentation
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de la concentration en NaCl a provoqué une diminution de la germination moyenne
journaliere ; accompagné d’une diminution de la vitesse de germination (Figure 13).
On remarque qu’en absence de NaCl, le taux moyen de germination journaliére atteint les

14.28 % chez les deux variétés Beliouni et Waha.

La diminution de la vitesse de germination des graines en présence du chlorure de
sodium se répercute négativement sur les moyennes de germination journaliére des genotypes.
Pour des concentrations de 3 et de 6 g/l de NaCl, la MDG présente des valeurs aux alentours
de 14.04 % et de 13.80 % respectivement pour la variété Beliouni. Chez Waha, elles sont de
13.80 % et de 13.33 % respectivement. Pour ce qui est du traitement a 9 et a 12 g/l de NaCl,
les valeurs enregistrées continuent a baisser pour atteindre 13.33 %, et 11.66 %
respectivement chez Beliouni et 12.14 % et 11.42 % respectivement chez Waha. Bien que la
MDG diminue chez les deux variétés de blé dur testées, elle reste plus élevée chez Beliouni

comparativement a Waha.
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Figure 11 : Effets de différentes concentrations de NaCl (0, 3, 6, 9, 12¢g/l) sur la germination

moyenne journaliére de la variété Beliouni.
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Figure 12 : Effets de différentes concentrations de NaCl (0, 3, 6, 9, 12g/I) sur la germination

moyenne journaliere de la variété Waha.
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Figure 13 : Effets de différentes concentrations de NaCl (0, 3, 6, 9, 12¢g/l) sur la vitesse de
germination chez les variétés de blé dur étudiees.
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Les résultats qui concerne la germination moyenne journaliere sont vérifiés par
I’analyse de la variance et la comparaison des moyennes ; ce qui fait ressortir un effet trés
hautement significatif pour les facteurs génotype et traitement. De méme que pour leur
interaction (traitement x génotype). Quant au paramétre vitesse de germination, I’effet
traitement et 1’effet génotype sont respectivement tres hautement significatif et hautement

significatif. Par contre leur interaction ne 1’est pas (Tableau 3).

Tableau 3 : Carrés moyens de I’analyse de variance du taux de germination finale (G, %), de
la moyenne de germination journaliere (MDG, %) et de la vitesse de germination (VG) des

deux variétés de blé dur testées.

Variables
Facteurs G% MDG% VG
Traitements (T) 352,083*** 5,044*** 75,681***
Génotypes (G) 67,500%* 6,797*** 13,995**
Interaction (G x T) 15,417" 1,533%** 1,625

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** :
effet trés hautement significatif p<0,001.

L’¢tude effectuée montre que le sel ralentit la vitesse de germination et diminue la
moyenne de germination journaliére. Cet effet dépressif a déja été soulignée par plusieurs
études (Hajlaoui et al., 2007 ; Khayatnezhad, et Gholamin, 2011 ; Moussa et al., 2014).

Le ralentissement de la vitesse de germination ainsi que la diminution de la MDG de
I’ensemble des génotypes avec 1’augmentation de la concentration saline sont dus au temps
nécessaire a la graine afin de mettre en place des mécanismes lui permettant d’ajuster sa
pression osmotique interne (Bliss et al., 1986 ; Jaouadi et al., 2010 ; Alaoui et al., 2013). Cela
peut ¢également s’expliquer par I’effet négative qu’exerce la salinité sur la vitesse de
remobilisation des réserves d’amidon causée par une réduction de I’activité de 1’ amylase

(Fuller et al., 2012).
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1.4. Indice de la germination (GI) et de tolérance au stress de la germination (GSlI, %o)

Les résultats concernant les deux indices Gl et GSI sont présentés dans le tableau 5. Pour
le premier indice (GI) et c’en condition non stressante, la valeur la plus élevée est enregistrée
chez Beliouni avec 50%. En conditions de stress c’est toujours Beliouni qui enregistre les
valeurs les plus élevé en notant tous de méme une nette diminution en présence de 12g/l de
NaCl avec 36.41%. La valeur la plus basse est bien entendue observée chez Waha avec
34.91%.

Tableau 4: Moyennes des indices Gl et GSI calculées pour les différentes concentrations de
NaCl (0, 3, 6, 9, 12g/l) chez les deux variétés étudiées.

Traitements Gl GSI (%)

(9/1) Beliouni Waha Beliouni Waha

0 50 48,66666667

3 48,16666667 46,66666667 96,33333333 95,87666667
6 46,66666667 44,66666667 93,33333333 91,79666667
9 43,08333333 38,08333333 86,16666667 78,26333333
12 36,41666667 34,91666667 72,66666667 71,75333333

En utilisant les GI, en présence et en absence de stress salin les valeurs de I’indice GSI ont
été calculées. En situation controle tout comme en situation de stress, les valeurs les plus
élevées sont observées chez Beliouni. A noter tout de méme que les valeurs calculées aprés
exposition a une concentration en NaCl de 12g/I, sont relativement proches chez les deux

variétés, avec 72,66% pour Beliouni et 71,75 % pour Waha.

Ces données confrontées au test statistique a 1’aide de ’analyse de la variance et la
comparaison des moyennes, révelent un effet tres hautement significatif du facteur traitement

et génotype. Par contre 1’interaction est non significative pour les deux indices (Tableau 5).
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Tableau 5: Carrés moyens de I’analyse de variance de I’indice de germination (Gl) et de

I’indice de tolérance au stress de la germination (GSI, %) des deux variétés de blé dur testées.

Variables
Facteurs Gl GSI1%
Traitements (T) 185,488*** 1101.40%**
Génotypes (G) 38,533*** 25032.69***
Interaction (G x T) 3,596™ 235.49"™

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** :
effet trés hautement significatif p<0,001.

Selon Sapara et al., (1991), les génotypes de blé et de triticale possédant les valeurs de GSI
les plus élevées sont plus aptes a étre utilisés en conditions stressantes. Des résultats similaires

ont également été rapportés pour des génotypes d’orge d’origine tunisienne (Abdi et al.,
2016).

1.5. Longueur racinaire (LR, cm)

Les données issues de 1’étude du systéme radiculaire, sous différentes concentrations de
NaCl, sont présentées sur la figure 14. Cette derniére, montre que, quelle que soit la variété,
les longueurs racinaires en conditions de stress sont plus réduite comparativement aux

témoins et ceci pour toutes les concentrations utilisées.

En absence de contrainte saline (témoins), les deux variétés présentent une longueur
élevée, les valeurs varient entre 11.5 cm (chez Beliouni) et 9.96 cm (chez Waha). En présence
de 3 g/l de NaCl, les longueurs restent comme méme élevées chez Beliouni avec 11.08 cm.
Chez Waha elles sont égales a 8.9 cm. Une diminution qui devient de plus en plus marquée a
mesure que les concentrations augmentent, les valeurs notées sont de 1’ordre de : 7.96 cm,
4,55 cm et 3.98 cm respectivement en présence de 6, 9 et 12g/l de NaCl chez Beliouni.
Concernant Waha elles sont de : 7.85 cm, 4.16 cm et 3.61 cm respectivement en présence de
6, 9 et 12g/l. De maniére générale, on a observé que Beliouni possédait les racines les plus

longues et ceux quelle que soit la concentration de sel utilisée.
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Figure 14: Evolution de la longueur racinaire sous condition contrdle (0 g/l) et sous
différentes conditions de stress salin (NaCl a 3, 6, 9 et 12) chez les variétés de blé dur

étudiées.

L’analyse de variance pour ce paramétre révele un effet trés hautement significatif du
facteur traitement et hautement significatif pour le facteur génotype. Quant a I’interaction

(traitement x genotype), elle est significative (Tableau 6).

Les résultats obtenus pour les longueurs racinaires sont similaires a des travaux antérieurs
notamment ceux de Benderradji et al., (2016) chez le blé dur, de Benmahioul et al., (2009)
chez des plantules de pistachier et de Okgu et al., (2005) chez le petit pois. Le sel exerce chez
le blé un impact négatif dont 1’intensité dépend de la concentration utilisée (Benderradiji et al.,
2009).

37



Chapitre I11: Résultats et discussion

1.6. Nombre des racines (NBR)

Les valeurs obtenues sont illustrés dans la figurel5. On observe la encore une réduction
du nombre des racines chez les plantes stressées comparativement aux témoins.

En condition contréle, le nombre des racines fut le plus élevé avec une moyenne de 5
racines par plantule chez Beliouni et 5.13 racines par plantule chez Waha. Pour une
concentration de 3g/l de NaCl on a noté une moyenne de 4 racines par plantule chez les deux
variétés. Pour une concentration de 6 et g/l de NaCl, la moyenne du nombre de racines est
restée avoisinante aux valeurs précédentes avec 4 et 3.76 racines chez Beliouni et Waha
respectivement. Ce parametre est plus affecté en présence de 9 et de 12 g/l chez les deux

génotypes avec 3 racines par plantule.

EB
HwW

Nombre de racines (NBR)

0 3 6 9 12
NaCl (g/)

Figure 15: Evolution de le Nombre des racines sous condition contrdle (0 g/l) et sous
différentes conditions de stress salin (NaCl a 3, 6, 9 et 12) chez les variétés de blé dur

étudiées.
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L’analyse de la variance et la comparaison des moyennes du nombre de racines (Tableau 6),
fait ressortir un effet traitement trés hautement significatif (p<0.001), un effet génotype
hautement significatif (p<0.01) et un effet interaction (traitement x génotype) significatif
(p<0.05).

Conformément a nos résultats, Nibau et al., (2008) ainsi que Adjel et al., (2013),
rapportent 1’effet négatif de la salinité sur le nombre des racines. La longueur et le nombre des
racines sont des critéres importants d’adaptation pour la tolérance au stress salin. L’intensité
du stress imposé a provoqué une réduction des valeurs enregistrées pour ces deux
parametres. Cette réduction est probablement due a un arrét de la division et de 1’¢longation
cellulaire au niveau de la racine (Radhouane, 2007). L’émergence de la radicule pendant la
germination est contr6lée par 1’osmolarité du milieu alors que la croissance ultérieure de la
plantule est limitée par la mobilisation et le transport des réserves vers 1’axe embryonnaire
(Gomes et al., 1983).

1.7. Longueur du coléoptile (LC, cm)

L'action inhibitrice du NaCl sur le développement du coléoptile est présentée dans la
figure 16.

En condition contréle, la longueur du coléoptile atteint les 6.53cm chez Beliouni et les
3.43cm chez Waha. Pour les deux premiers niveaux de stress a savoir 3 et 6 g/l de NaCl, la
longueur est tous d’abord légérement affectée ; elle passe de 5.38cm a 4.11cm chez Beliouni
respectivement. Alors que pour Waha, elle baisse de 3.25cm a 2.11cm respectivement. Pour
les deux autres niveaux de stress soit 9 et 129/l de NaCl, Beliouni enregistre les valeurs
suivantes : 3.23cm et 1.52cm respectivement. Tandis que Waha exhibe les valeurs suivantes :

1.73cm et 0.75cm respectivement.

D’apreés 1’analyse de la variance effectuée sur les deux facteurs traitement et géenotype
ainsi que d’aprés ’analyse de leur interaction ; ’ANOVA est trés hautement significative

pour les trois (Tableau 6).
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Figure 16: Evolution de la Longueur du coléoptile sous condition contréle (0O g/l) et sous
différentes conditions de stress salin (NaCl a 3, 6, 9 et 12) chez les variétés de blé dur

étudiées.

1.8. Longueur des feuilles (LF, cm)

L’effet des différentes intensités de stress salin appliqués sur 1’aspect élongation des
feuilles des deux génotypes de blé dur testés est présenté dans la figure 17. Les résultats
montrent une diminution importante de la longueur des feuilles en fonction des concentrations

utilisées.

En absence de stress, la longueur des feuilles atteint les 11.5cm chez Beliouni et les
9.96 cm chez Waha. Un stress salin de 3 g/l de NaCl posséde une faible incidence, puisse
que les longueurs sont de 11.08 et 8,9cm respectivement chez Beliouni et Waha. Un stress
salin de I’ordre de 6 et de 99/l de NaCl affecte de maniére tres notable la longueur foliaire
avec 7.96 et 4.55cm respectivement chez Beliouni. De méme que pour Waha avec 7.85 et
4.16cm respectivement. Concernant la concentration maximale de 12 g/l de NaCl les valeurs

relevées descendent jusqu’a 3.98 et 3.61cm respectivement chez Beliouni et Waha.
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L’analyse des résultats montre que la concentration en sel du milieu influe sur la
croissance en longueur des feuilles pour les deux génotypes de blé dur étudiés ; mais avec un

plus grand impact sur Beliouni pour les concentrations élevées.

14 -

12 -

6 - T =B
uW

Longueur des feuilles (LF, cm)

0 iL
0 3 6 9 12
NaCl (g/)

Figure 17: Evolution de la Longueur des feuilles sous condition contréle (0 g/l) et sous
différentes conditions de stress salin (NaCl a 3, 6, 9 et 12) chez les variétés de blé dur

étudiées.

Tableau 6: Carrés moyens de I’analyse de variance de longueur racinaire (LR, cm), du
nombre des racines (NBR), de la longueur du coléoptile (LC, cm) et de la longueur des

feuilles (LF, cm) des deux variétés de blé dur testées.

Variables
Facteurs LR NBR LC LF
Traitements (T) 60,434*** 3,665%** 12,511*** 100,835***
Genotypes (G) 6,302** 0,408** 21,118*** 15,437***
Interaction (G x T) 1,204* 0,096* 0,470*** 0,611"™

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01, *** :
effet trés hautement significatif p<0,001.
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L’analyse de la variance a deux critéres de classification montre que ce parameétre différe
de maniere tres hautement significative (P< 0,001) pour les deux facteurs par contre leur

interaction (G x T) est non significative (Tableau 6).

La diminution de la croissance aérienne observée au niveau des plantules peut s’expliquer
par une baisse de la capacité photosynthétique (Fahad et al., 2015) ; ainsi que par une
perturbation des taux de régulateurs de croissance dans les tissus (particuliérement 1’acide
abscissique et les cytokinines). On considere également une telle réduction comme une
stratégie adaptative nécessaire a la survie des plantes exposées a la salinité. En effet, elle
permet a ces derniéres d’emmagasiner 1’énergie nécessaire pour faire face au stress
(Benmahioul et al., 2009 ; Daroui et al., 2013).

1.9. Réversibilité de ’action du sel

Les parametres étudies précédemment ont montré que le sel exerce, a fortes doses, un
effet dépressif sur la germination des graines chez les variétés de blé dur étudiées. Cette
action peut étre osmotique et/ou toxique. Dans la mesure ou elle est d’origine osmotique, on
devrait s’attendre a une reprise de la germination apres levée de cette contrainte. Par contre, si
des phénomeénes de toxicité ionique interviennent, on peut prévoir I’absence de cette reprise

de germination (Alaoui et al., 2013).

Le transfert des graines non germée de la concentration de 12 g/l de NaCl dans de 1’eau
distillée, a été conduit afin de préciser 1’origine de I’inhibition. Cette action n’a pas était SUivi
d’une reprise de la germination chez les deux génotypes testés et 1’inhibition est irréversible.
Ce resultat indique donc que I’effet du NaCl est de nature toxique. Ce phénomene de toxicité
est dus a I’accumulation des ions Na® et CI” dans I’embryon, ce qui contribue & 1’altération des
processus métaboliques de la germination voire méme a la mort de I’embryon par exces

d’ions (Mirmazloum et al., 2010 ; Hajlaoui et al., 2007).
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2. Résultat de la recherche sur NCBI

Les données issue de la recherche faite sur NCBI possedent une nomenclature de
description et constituent ainsi les notices. Chaque notice est organisée en champs, pour
lesquels des descripteurs spécifient une information relative aux propriétés d'un objet
biologique. La recherche a été faite a la fois dans la catégorie protéine et dans la catégorie

geéne, les résultats sont présentés dans les tableaux ci-dessous.

Tableau 7: Recherche de la séquence souhaitée dans la catégorie Protéine.

Protein Protein | v myb, titiCum
Create alert  Advanced

COVID-19s an emerging rapidy evohing suaton
Get the latest public health information from COC: htps . coronavirus gov .
(Get the latest research from NIH: https./www nih.govicoronavirus.

Find NCBI SARS-CoV-2 eraure, sequence, and clnical content: s fwwnnchinm i go

Results by taxon -

Top Organisms [Tree]
Triticum aestivum (374)
Triticum urartu (796)
Pyrenophora tritici-repentis (733)
Diuraphis noxia (52)
Triticum turgidum subsp. durum (22—
All other taxa (47)

More. ..

Sélectionner ’espéce
recherchée, ici le bl¢ dur

\I
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GenBank: VAH11664.1

Identical Proteins FASTA  Graphics
Goto: ™
Locus VAH11664 442 aa linear  PLN 14-JUN-2019

DEFINITION unnamed protein product [Triticum turgidum subsp. durum].
ACCESSION  VAH11664
VERSION VAH11664.1
DBLINK BioProject: PRIEB22687
BioSample: SAMEA104312462
DBSOURCE ~ embl accession LT934111.1
KEYWORDS
SOURCE Triticum turgidum subsp. durum (durum wheat)
ORGANISM Triticum turgidum subsp. durum
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliopsida; Liliopsida; Poales; Poaceae; BOP
clade; Pooideae; Triticodae; Triticeae; Triticinae; Triticum.
REFERENCE 1
AUTHORS  Milanesi,L.
CONSRTM  International Durum Wheat Genome Sequencing Consortium (IDWGSC)
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (20-SEP-2017) ITB-CNR, Via F.1li Cervi, Segrate (Mi),
Italy
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..442
/organism="Triticum turgidum subsp. durum"
/sub_species="durum"
/db_xref="taxon:4567"
/chromosome="1A"
Protein 1..442
/name="unnamed protein product"
Region 118..203
/region_name="Myb_DNA-bind_4"
/note="Myb/SANT-1ike DNA-binding domain; pfam13837"
/db xref="CDD:338966"

unnamed protein product [Triticum turgidum subsp. durum
GenBank VAH11664.1

GenPept  |dentical Proteins  Graphics P
AH11664.1 umnaned protedn product [Triticun turgidum subsp. durun] Cette pl'OtCme a ¢t choisie 4 cause
HORSNLPPGNTTQGTPYASLNLHGNSLQMHAPSSGKHLFNQSQMPGSF THPINRATEHDNPGSGFQFVEH SR P !
GKKDHHQQQQQHNHL IKNSISODEEHOHTEDATOAQSGKGKK GSAWHRHKWTGSHVKLLITAASYTGEOP de 300 lmpllcatlon dans ]a reponse
GADLGGGRRNTTVIIQKKGKWKATSKVHGERGCNVSPQQCEDKFNDLNKRYKRLTOILGRGTACHVVONPA a Stl’CSS Saliﬂ
LLOCHANLSDKMKEDARKTLNSKHLFYEMHCSYHNNNRVNLPEDLALQHSLQVALRCKE EHOPRRDASGD

AEEDDHSADSDY EDHOE EHQAVHHSHROPSHNKRYCHALDHGDAGFLTS SSNOGSGSLOPHGIALDINNG
FTDGTNLSVVRKELASQATELRKRRLQIEAQELEVTEQRLKWERFKRKKDRE IERHESENEE!HLENKRL
ELQUKHKELEVELKLKGNPOHE
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Tableau 8 : Recherche de similarité au moyen de BLAST.

Enter Query Sequence Numéro d’accession

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA n| - ) Jorange &
i ‘____——-W‘- De la protéine cible |—

’ o]

BLASTP programs search protein

Or,upload fle  ["Chosirun ficher | Aucun fichier chosi & Choix
JobTite |
Enter a descriptive tite for your BLAST search &)

données

de la base de

(J Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database | Non-redundant protein
Organism
Optional I Enfer organism name or id-completions will be suggested I [ exclude 7
Enter organism comemon name, binomial, o tax id, Only 20 top taxa wil be shown. §) ChOlX
(E)xdudle (] Models (XMXP) ] Non-redundant RefSeq proteins (WP) CJU ]
plional
Program Selection
Algorithm O Quick BLASTP (Accelerated profei
® blastp (protein-protein
O PSI-BLAST (Position-Specific terated BLAST)
O PHI-BLAST (Pattem Hit Initiated BLAST)
O DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &

Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)
() snow resutte In a new window

(®)Algorithm parameters
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BLAST " » blastp suite » results for RID-E4S3F128016

Save Search Search Summary v

Job Title emb|VAH11664.1|

RID EA4S3F178016 Search expires on 06-13 00:48 am ,

e T T Banque de donnée

Database nr W

Query ID VAH11664.1

Description unnamed protein product [Triticum tu Tallle en acide aminé de

Molecule type  amino acid ’

e la séquence
Query Length 442
Other reports Distance tree of results Multiple alignment MSAviewer @ . ’
s e Domaine conservée

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Qhovertosee thettitle Rclick toshow alignments & Show Conserved Domains Alignmenj@ores  [<40 [40-50 [@50-80 [Hs0-200 [W>=200
100sequences selected @) Putative conserved domains have been detect on the image below for detailed resu Nombre des hits

™ { n 2
Query seq,
Specific hits
Superfanilies | GT1 superfanil [rer—

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences

Répartition
des hits

onserved domains on [gi| 1572572794 emb| VAH 1664.1]
nnamed protein product [Triticum turgidum subsp. durum)

I"ADN et qui semble étre
apparent¢ aux Myb

Query seq,
Specific hits

Non=specific
hits

Superfanilies 071 superfanil Lm

{

| Search for similar domain archiectures | ® | Refine search | B

List of domain hits
g Name  Accession Description Interval E-value
[+ Myb_ONA-bind 4  pfam13837  MybISANT-ke DNA-binding domain; This presumed domain appears to be related to other Myb .. 18203 22213

[+ GT1 cd12203 G, myb-fike, SANT family, GT-1, & myb-ike protein, is one of the GT trihelix ranscription .. 120192 1.01e07
[+ G_path_suppress pfam15991  G-protein pathway suppressor; This family of proteing inhibits G-protein- and ... M43 35303
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YOWNIOsU v

SAB [Triticum aestivum|
SequenceID: QBCA1017.1 Length: 442 Number of Matches: 1
See 1 more tile(s) v

Range 1: 1to 442 GenPept Graghcs Mext Match & Previgus Mat Related Information

Sare Bped Vellod lolls  Rovs  Gas — Lenical Protin - denica
923 birs(2386) 0.0 Compositional matrix adjust. 442/442(100%) 442/442(100%) 0/442(0%) proteins to QBC41017.1

Query 1 MORSKLPPGNTTQGIPYASLNLHGNSLQMAPSSGRHLENQSQWGSF INPINRATEHON 66
HORSNLP PG TQGTPYASLNLHGNSLOMHAPSSGKHLENQSQHPGSF THPINRATEHON
Shict 1 MORSNLPPGATIQGTPYASLNLHGNSLOMHAPSSGRHLENQSQMPGSF THPINRATEHON 69

Query 61 PGSGFQFVEHGKKORHQQUOUHAHLLKNS LSODEEHONTEOATOAQSGRGRKGOAWHANK 120
PSGFQFVEHGKKDHHOQQQQHNHL IKNS LSODEEHOMT EDATDAQSGHGHX GSANHRNK
Shjct 61  PGSGFQFVEHGKKDHHOQUOOHAHLIKNS ISODEEHONTEDATOAQSGKGRKGSAWHANK 120

Query 121 WIGSMVKLLITAASYIGEDPGADLGGORRNITVMOKKGKWKALSKVMGERGCNVSPQQCE 189
WTGSMVKLLLTAASYTGEOPGADLGGGRRN TVMQKKGKKKALSKVMGERGCNVSPQQCE
Sbjet 121 WIGSMVKLLITAASYTGEDPGADLGGGRRNLIVMOKKGKKKALSKVMGERGCNVSPQQCE 180
Query OKFNOLNKRYKRLTDILGRGTACNVVONPALLOCHANLSOKMKEDARKLLNSKHLFYEMM 240
OKFNOLNKRYKRLTDLLGRGTACNVVONPALLOCMNNLSOKMKEOARK LLNSKHLF YEMM
Sbjet 181 OKFNOLNKRYKRLIDLLGRGTACNVVONPALLOCMNNLSOKMKEDARKILNSKHLFYEMM 240

181

Query 241 CSYHMMRVNLPEOLALQHSLOVALRCKEEHOPRROASCOREEDOHSADSOVEDKOEEH) 306

CSYHNANRVNLPEOLALQHSLQVALRCKEEHOPRROASGOAEEDOHS ADSOY EDHOEEHQ)
Shjet 241 CSYHNANRVNLPEOLALQHSLQVALRCKEEHOPRROASGOAEEQOHSADSOYEOHDEEH] 368 RéSUltatS détalllé
Query 381 AVHHSMADPSMAKRMCHALDHGOAGE L TSSSHOGSGSLOPHGIALDINNGF TOGTNLSWY 360 » )
AVHHSHROPSMNKRNCHALDHGOAGF L TSSSNOGSGSLOPHGLALDINNGF TOGTNLSW de 1,311 Cment
Sbict 361 AVHHSHROPSMNKRMCHALDHGOAGFLTSSSNDGSGSLOPHOLALDINNGF TOGTNLSWY 360 gn

Query 361 RKELASQALELRKRRLQIEAQELEVTEQRLKWERFKRKKOREIERMESENEENMLENKRL 420
RKELASQALELRKRRLQIEAQELEVTEQRLKWERFKRKKORE LERMESENEEMMLENKRL
Sbjct 361 RKELASQAIELRKRRLQIEAQELEVTEQRLKWERFKRKKDRELERMESENEEMMLENKRL 420

Query €21 ELQLKHKELEVELKLKGNPOHE 442
ELQLKHKELEVELKLKGNPDHE
Sbjct 421 ELQLKMKELEVELKLKGNPOHE 442

& Downioad v GenPept Graphics ¥ Next A Prévious <Descriptions
hypothetical protein TRIUR3_08128 |Triticum urartu]
Sequence I0: EMS60166.1 Length: 442 Number of Matches: 1

Range 1: 1to 442 GerPegt Graghis
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Description Evalue Acce
Triticum aestivum (bread wheat) [monocots | ¥ Next “
| SAB [Triteum aestivum) 74 00  QBC4101]
$AB [Trivoum aestivum) 003 00 Ca101
SAB [Trfoum aestivum) 87 00 QBCAI0N
SAB [Tritoum aestivum) 500 Ge178  QBC410%
$A8 [Triteum aestvum) 508 fed7d  QBC4ION
SAB [Triioum agstinum) W fef2  QEC4ION
Triticum turgidum subsp. durum (durum wheat) [monocols | YNext APrevious «
angmed prfein oroduc Ttioum trgdm sbs durom] ) @ | 00| v
‘MMMMDM turgidum subs. durum] Neuf résultats pour le 80 00 | VAH23287
nameg oroten oroduc Ttoum trgim subs, dur] o | o0 | v
T e blé dur dont les sept W | 6l GEe
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La protéine choisie (ID :VAH11664.1) possede une séquence de 442aa. L’alignement des
séquences en acides aminés entre les différentes protéines MYB identifiées montre clairement
I’existence de motifs conservés ‘MYB_ DNA -binding’ (Tableau 9). Selon Cao et al., (2013)
les membres des facteurs de transcription MYB possedent un domaine de liaison a I’ADN
hautement conservé et qui a permis de caractériser un grand nombre des membres de cette
famille notamment chez Arabidopsis (126 membres R2R3 MYB, cing 3RMYB et un 4R-
like), Populus trichocarpa (192 membres R2R3 MYB et cing 3RMYB), Cucumis sativus (55
membres R2R3 MYB) et chez le soja (244 membres R2R3 MYB, six R1IR2R3 MYB et deux
4R-like MYB).
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Tableau 9: Recherche de la séquence souhaitée dans la catégorie géne.
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La séquence du gene choisit TaMYB68 (ID : JF951951.1) fait 933pb, elle présente 96%
d’identité avec un mRNA appartenant a Aegilops thaushii et une séquence localisée sur le
chromosome 12 d’Oryza sativa japonica et Oryza sativa indica.et 94% d’identité avec un
mRNA d’orge. Malgré le grand nombre de génes que compte cette famille de facteurs de
transcriptions, seuls quelques-uns ont été étudiés en détail pour leur implication dans la
réponse des plantes a la sécheresse et au stress salin (Rahaie et al., 2010). Le géne MYB
sélectionné code pour une protéine possédant un domaine de liaison a I’ADN de type R2R3 et
dont la séquence est significativement conservée (Zhang et al., 2012). Il semblerait que les
MYB de type R2R3 soient impliquées dans les réponses des plantes aux stress

environnementaux (Yang et al., 2012).
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Conclusion

La salinité des sols pose de graves problémes a I'agriculture dans le monde entier, elle
affecte aussi bien la germination que la croissance et le développement des plantes. Ces
derniéres doivent mettre en place des mécanismes d’adaptation qui leur permettent de
supporter cette contrainte. Les mécanismes de tolérance a la salinité sont la résultante de
plusieurs actions agissant en synergie, interagissant ensemble et conduisant a une réponse

coordonnée.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes tout d’abord consacrés a comparer le
comportement au stade germinatif de deux variétés de blé dur (Beliouni et Waha) en présence

de différentes concentrations de NaCl.

Les résultats obtenus indiquent que les variétés de blé dur étudiées sont affectées par
I’action du NaCl, au stade de la germination. La présence de chlorure de sodium affecte la
totalité des paramétres de germination examinés. Selon 1’analyse des variables étudiées,
Beliouni semble étre capable de mieux tolérer des concentrations de NaCl allant jusqu'a 12g/l.
La capacité germinative, la vitesse de germination, la germination moyenne journaliére et la
cinétiqgue de germination des variétés étudiées sont touchées et elles diminuent avec
I’augmentation de la concentration du chlorure de sodium ajouté. Concernant la croissance de
la partie aérienne et de la partie radiculaire, on remarque un effet négatif du sel sur leur
croissance en fonction de la variété et de I’intensité du stress appliqué. L’effet dépressif du sel
semble étre de nature toxique. Les parameétres mesurés montrent que les génotypes étudiés ont

utilisé les mémes stratégies mais avec des différents degrés.

Une approche de recherche in silico pour caractériser des genes appartenant a la famille
des facteurs de transcription MYB (jouant un réle potentiel dans la réponse mise en place face
a la salinité) a également été réalisée. Cette recherche nous a permis d’accéder a des notices

regroupant des informations relatives aux genes et aux protéines MY B répertoriés sur NCBI.

Perspectives

Les résultats obtenus laissent entrevoir des perspectives qui nécessitent des études plus

approfondies, a savoir :
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Effectuer des expérimentations sur champ afin de confirmer la véritable

tolérance a lasalinité des variétés étudiées en conditions réelles.

Vérifier les résultats obtenus sur d’autres stades de développement du blé et sur

un pool génétique élargi.

Utiliser des outils bioinformatiques tels que le programme de la conception
d’amorce (primer3) afin de mettre au point des amorces pour les génes MYB
sélectionnés. Ces amorces PCR pouvant étre utilisés afin d’analyser I’expression
des genes cibles en conditions de stress salin et voir leur implication dans le

comportement des variétés étudiées.
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Annexes

Tableaux de I’analyse de variance a deux facteurs fixes des paramétres étudiés

Annexe .1.

Tableau 1 : Comparaison des moyennes du taux de germination final (G, %) obtenues a partir
des différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé dur. Résultats du test de
I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification modele linéaire généralisée
V x N.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carres moyen

Traitements (T) 4 1408.333 352,083 46,944 <0,0001

Génotypes (G) 1 67.500 67,500 9,000 0,007

Traitements*Génotypes 4 61,667 15,417 2,056 0,125

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,

***x - effet trés hautement significatif p<0,001.

Annexe .2.

Tableau 2 : Comparaison des moyennes du taux de germination moyenne journaliére (MDG,
%) obtenues a partir des différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé
dur. Résultats du test de I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification modele

linéaire généralisée V x N.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carrés moyen
Traitements (T) 4 20,178 5,044 29,560 <0,0001
Génotypes (G) 1 6,797 6,797 39,831 <0,0001
Traitements*Génotypes 4 6,132 1,533 8,984 0,158

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,
**x* . effet tres hautement significatif p<0,001.
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Annexe .3.

Tableau 3: Comparaison des moyennes de la vitesse de germination (VG) obtenues a partir
des différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé dur. Résultats du test de
I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification modéle linéaire généralisée
VxN.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carrés moyen
Traitements (T) 4 302,725 75,681 92,421 <0,0001
Génotypes (G) 1 13,995 13,995 17,090 0,001
Traitements*Génotypes 4 6,498 1,625 1,984 0,136

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,
**x*x - effet trés hautement significatif p<0,001.

Annexe 4.

Tableau 4: Comparaison des moyennes d’indice de la germination (GI) obtenues a partir des
différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé dur. Résultats du test de

I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification mod¢le linéaire généralisée

VxN.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carrés moyen

Traitements (T) 4 741,950 185,488 95,735 <0,0001

Génotypes (G) 1 38,533 38,533 19,888 0,000

Traitements*Génotypes 4 14,383 3,596 1,856 0,158

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,

***x - effet tres hautement significatif p<0,001.
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Annexe .5.

Tableau 5 : Comparaison des moyennes du taux de tolérance au stress de la germination
(GSI, %) obtenues a partir des différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de
blé dur. Résultats du test de I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification

modele linéaire généralisée VxN.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carrés moyen
Traitements (T) 4 1641,950 1101.40 105,735 <0,0001
Génotypes (G) 1 25032.69 25032.69 10,888 0,000
Traitements*Génotypes 4 414,83 235.49 2,856 0,158
Annexe .6.

Tableau 6 : Comparaison des moyennes de la longueur des feuilles (LF) obtenues a partir des
différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé dur. Résultats du test de
I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification modéle linéaire généralisée
VxN.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carrés moyen

Traitements (T) 4 403,342 100,835 446,049 <0,0001

Génotypes (G) 1 15,437 15,437 68,286 < 0,0001

Traitements*Génotypes 4 2,445 0,611 2,703 0,060

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,

***x - effet tres hautement significatif p<0,001.
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Annexe .7.

Tableau 7 : Comparaison des moyennes de la longueur racinaire (LR) obtenues a partir des
différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé dur. Résultats du test de
I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification modéle linéaire généralisée
VxN.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carrés moyen

Traitements (T) 4 241,736 60,434 149,220 <0,0001

Génotypes (G) 1 6,302 6,302 15,561 0,001

Traitements*Génotypes 4 4,818 1,204 2,974 0,044

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,
**x*x - effet trés hautement significatif p<0,001.

Annexe .8.

Tableau 8 : Comparaison des moyennes de la longueur du coléoptile (LC) obtenues a partir
des différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé dur. Résultats du test de

I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification mod¢le linéaire généralisée

VxN.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carrés moyen

Traitements (T) 4 50,044 12,511 466,016 <0,0001

Génotypes (G) 1 21,118 21,118 786,602 < 0,0001

Traitements*Génotypes 4 1,882 0,470 17,521 < 0,0001

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,

***x - effet tres hautement significatif p<0,001.
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Annexe .9.

Tableau 9 : Comparaison des moyennes de nombre des racines (NBR) obtenues a partir des
différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé dur. Résultats du test de
I’analyse de la variance a deux facteurs fixe de classification modele linéaire généralisée
VxN.

Source ddl  Somme des Carré F de Fisher Pr>F
carrés moyen

Traitements (T) 4 14,658 3,665 114,516 <0,0001

Génotypes (G) 1 0,408 0,408 12,760 0,002

Traitements*Génotypes 4 0,383 0,096 2,995 0,043

ns : effet non significatif, * : effet significatif p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,

**x* . effet trés hautement significatif p<0,001.
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Résumé :

La salinité est un probleme largement répandu qui influence sérieusement la production et la
qualité du blé dans le monde. C'est I'un des principaux stress abiotiques limitant la productivité du
blé dur (Triticum durum Desf.) en Algérie. L’étude a portée sur la réponse au stress salin au stade
germination de deux variétés de blé dur cultivées en Algérie. L’expérimentation a été réalisée dans
une chambre de culture a température et a photopériode contrélées. Les graines ont été mises a
germer dans des boites de Pétri contenant des concentrations croissantes en sel (NaCl) allant de 0,
3, 6, 9, 12 g/l. Différents parameétres ont été considérés : taux de germination finale, cinétique de
germination, germination moyenne journaliére, vitesse de germination, longueur racinaire et
foliaire, longueur du coléoptile, nombre de racines, réversibilité de I’action du sel ainsi que deux
indices de germinations. L’application d’une pression de sélection par ajout de NaCl a eu un effet
dépressif sur le taux de germination ainsi que sur la croissance biologique des plantules.
Cependant, cet effet varie en fonction de I’intensité du stress et de la variété en question. La variété
Beliouni s’est montré la plus tolérante au stress salin comparativement a la variété Waha qui s’est
montré la moins tolérante. Une approche in silico a également été employée afin de caractériser
des genes appartenant a la famille des facteurs de transcription MYB jouant un role potentiel dans

la réponse mise en place face a la salinité.
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